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研究成果の概要（和文）：プロトプラスト機能を用いた新規機能性物質の創製と利用を行った。
細胞壁を除去したプロトプラストの物質移動速度や移動物質の種類や変動を解析した。独自に
見出した酵母プロトプラストの細胞壁成分分泌生産現象を解析し、培養条件を最適化する事で、
抗腫瘍活性を有する細胞壁成分を高効率生産できた。人工細胞壁を装着したイチイプロトプラ
ストに、ジャスモン酸類等を供給して培養した結果、タキサン系化合物が高度に生産された。 
 
研究成果の概要（英文）： A high-speed system for production of useful materials using protoplasts was 
developed. In microbial and plant protoplasts, some products are released freely into the broth with the 
double consequences of increasing overall productivity and facilitating down stream processing. 
Furthermore, since many high molecular weight substances which are otherwise not accessible to the 
cells (due to the presence of cell wall) can directly access the cell membrane in protoplasts, the 
composition and concentrations of the metabolites produced by protoplasts vary from those produced by 
cells. It was found that the yeast protoplasts are cultured in a liquid static culture so as to diffuse cell 
wall components in the culture broth with the result that while maintaining the state of the protoplasts, 
protoplasts could produce the cell wall components in the culture broth. By optimizing the culture 
conditions, large amount of the cell wall components with antitumor activity was produced. Taxus 
protoplasts with artificial cell walls produce taxiods efficiently and released the compounds into the 
medium. Moreover, the adequate supply of methyl-jasmonate, etc. were useful to enhance the taxoids 
production in Taxus protoplasts. This novel system has great potential in useful metabolite production. 
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１．研究開始当初の背景 
 20世紀は微生物、植物などの細胞を用いた
有用物質生産の時代であった。しかしながら
現在、細胞を用いる従来の有用物質生産法は
頭打ちの状態にあり、それを基本に発展して
きた生物関連産業は停滞し、閉塞状態にある。
この現状を打破するためには新たな方法論
の開発が急務である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞に代わる有用物質生産の
新たな担い手として、微生物や植物の細胞の
細胞膜の外側にある細胞壁を除去したプロ
トプラストに着目した。プロトプラストが新
たな培養環境に接するときに示す適応反応、
さらに細胞壁を除去した場合の物質移動速
度や移動物質の種類や変動、増殖能の消失に
よるエネルギー代謝の変動などを、有用物質
生産機能の拡大という視点から整理し、得ら
れた知見を背景に、プロトプラストの機能を
高度利用した新規機能性物質の創製と利用
を行う。 
 
３．研究の方法 
 微生物プロトプラストのモデルとしてパ
ン酵母 Saccharomyces cerevisiae の細胞と
プロトプラストの代謝産物総体の違いをメ
タボロミクス解析により解析する。解析結果
に基づき、プロトプラストが新たな培養環境
に接するときに示す適応反応、物質移動能の
変化、増殖能の消失によるエネルギー代謝の
変動を解析した。また、細胞壁を除去した場
合の物質移動速度や移動物質の種類や変動
についても解析を行った。 
 得られた知見を活用し、酵母プロトプラス
トを用いた細胞壁成分の効率的生産条件の
検討を行った。また、細胞壁成分の大量生産
を行う上で重要な細胞壁成分の実用的な分
離精製法の開発を試みた。 
 植物プロトプラストのモデルとしてイチ
イ（Taxus）のプロトプラストの機能解析を
行った。さらに、イチイの細胞壁近傍に微量
に存在する有用物質で、社会的ニーズが高い、
タキソールなどのタキサン類をターゲット
とし、プロトプラストにおける生産挙動を細
胞と比較し、タキサン類の生産源および探索
源としてのプロトプラストの可能性につい
て検討を行った。 
 
４．研究成果 
 パン酵母（S cerevisiae）を対象に、細胞壁
を除去した場合の物質移動速度や移動物質
の種類や変動を解析した結果、酵母プロトプ
ラストが生産する細胞壁成分を培養液中に
分泌、拡散させ、プロトプラストの近傍に蓄
積、沈着しないようにすることにより、プロ
トプラストの状態を維持したまま細胞壁成
分が大量に培養液中に分泌生産され、シート
状に蓄積するという特殊な現象を、見出した
（図１）。（一般的に、パン酵母プロトプラス
トはゲルなどに包埋し培養すると細胞壁成
分を生産し、プロトプラスト近傍に細胞壁成
分が蓄積、沈着することで、細胞壁の再生が
完了し、細胞に戻り、増殖がはじまる）。 
 この現象を、酵母プロトプラストを用いた
細胞壁成分の新規生産法として活用する事
を考案した（プロトプラスト機能を活かした
細胞壁成分生産法はこれまで存在していな
い）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 パン酵母プロトプラストを適切な条件下で液体静
置培養した際の細胞壁成分の分泌生産の様子（培養 24 h） 
 
 パン酵母プロトプラストを適切な条件下
で液体静置培養することにより生じる細胞
壁成分の分泌生産現象の普遍性について、3
種類のパン酵母および Schizosaccharomyces 
pombeのプロトプラストを作製し、適切な条
件下で液体静置培養した結果、いずれの酵母
プロトプラストにおいても、培養数時間後か
ら肉眼で確認できるサイズの固形物質が培
養液中に現れた。固形物質の量は経時的に増
加し、培養 24 時間目にはシャーレの底面を
覆い、シート状に蓄積した。 酵母プロトプ
ラストが生産した固形物質はβ-グルカンの
蛍光染色剤で染色された（図 2）。 
 固形物質は酵母細胞壁溶解酵素で処理す
ると完全に分解された。また、Aculeacin A
（β-1,3-グルカン合成阻害剤）を添加した培
地を用いてパン酵母プロトプラストを培養
した結果、培養液中に固形物質は全く生産
されなかった。種々詳細に検討した結果、 
酵母プロトプラストが生産した固形物質は 
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図 2 パン酵母プロトプラストにより分泌生産された細
胞壁成分の Fluostainによる蛍光染色写真 
 
いずれもβ1,6/1,3Dグルカンを含む細胞壁成
分であることが明らかとなった。 
 通常、酵母細胞から細胞壁成分を得るため
には、高い圧力による細胞破砕や薬剤処理
が用いられている。これらの操作は煩雑で
あるとともに、処理を行う過程で細胞壁成
分が劣化する。また、使用した薬剤の廃液
処理に高いコストがかかる。そこで、プロ
トプラストが低張液中でバーストする性質
に注目し、従来法の問題点を排除した簡便
な細胞壁成分の精製、回収法を考案した。
パン酵母プロトプラストを液体静置培養し
た後の培養液を回収し、遠心分離を行うと
細胞壁成分はパン酵母プロトプラストと伴
に全て沈降した。沈降物を蒸留水に懸濁す
るとパン酵母プロトプラストはすべてバー
スト（破砕）し、完全にプロトプラストを除
去し、簡便に細胞壁成分のみに純化し、回
収することが可能であった。 
パン酵母プロトプラストによる細胞壁成分
の最適生産条件を検討するために、細胞壁成
分を簡便かつ迅速に定量できる方法を確立
した。セル内の試料の均一混合と温度制御が
可能な特殊蛍光光度計を独自に開発し、細胞
壁成分に特異的に蛍光染色する色素を用い
て蛍光染色した後、開発した特殊蛍光光度計
で蛍光強度を測定した。その結果、細胞壁成
分の濃度と蛍光強度との間に良好な比例関
係が得られ、蛍光強度に基づき迅速に細胞壁
成分の量を測定する事が可能となった。 
 パン酵母プロトプラストの細胞壁成分の
分泌生産現象をメタボロミクス（代謝産物総
体）解析した結果を活用し、細胞壁成分生産
用の培養条件を検討した結果、培養液中のプ
ロトプラストの濃度、培地の pH、浸透圧、
培養温度、補因子の添加および培養液の振と
う等の条件が細胞壁成分の生産量、品質、形
状に大きく影響を及ぼす事を明らかにした。
また、培地に含まれるアミノ酸の組成や量、
窒素源の種類や量により、生産されるβ
1,6/1,3Dグルカン含有量が大きく変動した。 
 実用化を考慮し、経口投与可能な機能性カ
プセルを開発し、カプセル内にパン酵母プロ
トプラストを封入することで、脆弱なプロト
プラストに物理的強度を付加すると伴に、細
胞壁成分を効率的かつ大量にカプセル内に
生産、蓄積させるシステムを開発した。カプ
セル作製操作やプロトプラスト培養の簡便
性、経口投与可能で食品として安全性が認可
されている点を指標に素材のスクリーニン
グを行い、アルギン酸カプセルを作成した。
種々検討した結果、アルギン酸カプセル内に
パン酵母プロトプラストを封入し、適切な条
件下で培養した結果、細胞壁成分がカプセル
内で良好に生産され蓄積した。また、カプセ
ルを蒸留水に懸濁するとパン酵母プロトプ
ラストはすべてカプセル内でバースト（破
砕）し、簡便に細胞壁成分のみに純化し、遠
心分離の操作を行う事なく、細胞壁成分を封
入したカプセルを回収する事ができた。 
 酵母プロトプラストが生産した細胞壁成
分の生理活性の評価実験を実施した際、生産
した細胞壁成分を凍結乾燥し、水に懸濁した
結果、細胞壁成分は数十～数百 μmのサイズ
分布を有しており、均一に分散させる事が困
難であった。種々検討した結果、数 μm の細
胞壁成分微粒子の調製が可能となった。微粒
子化した細胞壁成分は蒸留水に均一に分散
した。生産された細胞壁成分は高い抗腫瘍性
活性、抗酸化活性およびエリシター活性が認
められた（エリシター活性に着目し、細胞壁
成分を坦持させた植物細胞の培養用シート
を作成し、その有用性を示唆した）。 
なお、微小重力条件下でパン酵母プロトプ
ラストによる細胞壁成分の分泌生産を試み
た結果、ファイバー状の細胞壁成分を生産す
る事にも成功しており、培養法を種々工夫す
る事でニーズに応じた様々な形状の細胞壁
成分を生産する事が可能である。 
 本研究により、高純度パン酵母細胞壁成分
（β1,6/1,3Dグルカン）の試薬品化と大量生
産システムの構築を行う上で基盤技術が確
立され、本系が細胞壁成分の新規生産法とし
て有用である事が示された。 
 また、本システムは酵母や大腸菌の組換え
タンパク質の細胞外分泌生産の系にも高い
有効性をしめした。 
 
 植物プロトプラストのモデルとして、木本
性植物のイチイ（Taxus）の培養細胞および植
物体の葉から作製したプロトプラストを用
い、細胞から細胞壁を除去した場合の物質移
動速度や移動物質の種類や変動を解析した。
その結果、細胞壁を除去したプロトプラスト
では、通常の細胞では細胞壁近傍に微量にし
か存在しないタキソールなどのタキサン系
化合物の分泌生産が顕著に促進されること
を明らかにした。この現象は各種のジャスモ
ン酸類やウロン酸加熱生成物を培地に適切
に添加することによりさらに促進された。 
 また、培養温度と通気条件が設定可能な新
規な小型振盪培養システムを開発した。本シ
ステムは、(1) 特殊プラグを上部に装備した
円筒型培養器を回転振盪することで 8連の培
養が可能、(2) 取扱が容易で、培養器ごと個
別に培養温度（10〜50℃）と通気条件（ガス
の種類や通気量 [0〜500 ml/min]）を個別に自
由に設定できる（振盪速度、振幅、通気量、
温度などの調整により、kLa と kv [培養器の
換気能力を示す係数]を任意に設定でき、三角
フラスコでは設定できなかった培養環境を
実現）、等の特長を有している。本システム
を用いて適切な培養条件の探索を行った。 
 得られた解析結果を総括し、外来性エリシ
ターと内在性エリシターを適切に含有する
人工細胞壁を作成し、イチイプロトプラスト
に装着して、メチルジャスモン酸を添加して
培養した結果、タキソールなどのタキサン系
化合物の分泌生産が著しく促進された。 
 さらに、エチレンや酸素のナノバブルやマ
イクロバブルを高効率で作成できるシステ
ムを構築し、適切に供給を行い、培養した結
果、種々のタキサン系化合物の生産が大幅に
増大した（細胞を用いた場合の数十倍に増
大）。 
 本研究により、細胞に代わる有用物質生産
の新たな担い手としてのプロトプラストの
有用性が示唆された。 
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